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タ バ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス（ T MV）に 対 す る 抵 抗 性 遺 伝 子 N を も つ タ バ コ は ，ウ
イ ル ス 感 染 ま た は ウ イ ル ス 複 製 酵 素 の ヘ リ カ ー ゼ ド メ イ ン で あ る p50 と 呼 ば れ
る ウ イ ル ス エ リ シ タ ー の 一 過 的 発 現 に よ っ て N 遺 伝 子 の 発 現 を 上 昇 さ せ ， 細 胞
死 を と も な う 防 御 応 答 を 誘 導 す る こ と が 知 ら れ て い る ． ま た ， エ リ シ タ ー に 応
答 し た タ バ コ の N 転 写 物 量 の 上 昇 に は N タ ン パ ク 質 の 関 与 が 示 唆 さ れ て い る ．  
本 研 究 で は ，  エ リ シ タ ー 応 答 性 の 遺 伝 子 発 現 上 昇 に お け る N タ ン パ ク 質 お
よ び N 遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン の 役 割 を 調 べ た ． ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 浸 潤 法 に よ っ
て ， N 遺 伝 子 を 持 た な い タ バ コ 品 種 （ S amsu n nn） で ， N 遺 伝 子 自 体 の 上 流 領 域
に よ っ て 制 御 さ れ る N 配 列 を 発 現 す る 一 過 的 導 入 遺 伝 子 発 現 系 を 構 築 し た ，  
N 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー を 含 む 2. 3 kb の 上 流 領 域 （ NP 2.3） お よ び イ ン ト ロ
ン を 含 む コ ー デ ィ ン グ 領 域 の 配 列 （ N P2.3 -g N-I nt1 23 4： NP2. 3 - gN  ） と p5 0 の
cDNA 配 列 を 共 導 入 し ，リ ア ル タ イ ム 定 量 RT -PCR 法（ qR T- P CR 法 ）を 用 い て 導 入
24，36，及 び 48 時 間 後 の N 転 写 物 量 を 測 定 し た ．そ の 結 果 ，イ ン ト ロ ン を 有 す
る N 導 入 遺 伝 子 の 転 写 レ ベ ル は ，導 入 36 時 間 後 で 急 激 に 増 強 さ れ ， p50 を 共 導
入 し な い 対 照 区 と 比 べ て N 転 写 物 量 が 約 11 倍 に 増 加 し ， そ の 後 に 細 胞 死 を 誘
導 す る こ と が わ か っ た ．  
一 方 で ， イ ン ト ロ ン を 有 す る 導 入 遺 伝 子 N P2. 3 -g N の 翻 訳 開 始 点 近 傍 に フ レ
ー ム シ フ ト 変 異 を 導 入 し た 配 列（ NP 2. 3 -gN fs  ）を 用 い た 場 合 に は ， p50 共 導 入
下 で も 1 .5 倍 程 度 の N  転 写 物 量 の 増 加 し か 認 め ら れ ず ，細 胞 死 の 誘 導 も 観 察 さ
れ な か っ た ．そ こ で ， p50 に 加 え て ， 35 S プ ロ モ ー タ ー 制 御 下 の N の cDN A 配 列  
(35S -c N )を さ ら に 共 導 入 し て N タ ン パ ク 質 を 補 完 し た 場 合 の N P2. 3 - gNfs の 発
  
現 量 へ の 影 響 を 調 べ た ． q RT- PCR 法 で 解 析 し た 結 果 ，N P2. 3 -gN fs  転 写 物 量 は 導
入 36 時 間 後 で 急 激 に 増 加 す る こ と が 分 か っ た ．以 上 の 結 果 か ら ，エ リ シ タ ー 応
答 性 に は 機 能 的 な N タ ン パ ク 質 が 必 要 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た ．  
イ ン ト ロ ン は ， 転 写 を 調 節 す る エ ン ハ ン サ ー あ る い は サ プ レ ッ サ ー 機 能 を 持
つ こ と が 多 く の 事 例 で 報 告 さ れ て い る こ と か ら ， N 遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン も エ リ
シ タ ー 応 答 性 に 関 与 す る シ ス エ レ メ ン ト 機 能 を 有 し て い る と 仮 定 し ， エ リ シ タ
ー 応 答 性 に お け る イ ン ト ロ ン の 影 響 を 調 べ た ． N P2.3 に cN を 連 結 し た 配 列
（ NP 2. 3 -c N ） を 用 い て 同 様 の 実 験 を 行 っ た と こ ろ ， p50 発 現 下 で も N P2. 3 -c N
の 発 現 上 昇 は 起 こ ら な い こ と が 分 か っ た ．NP 2.3 -cN の フ レ ー ム シ フ ト 変 異 型 の
導 入 遺 伝 子 （ NP 2.3 -cNf s  ） と p50 の 共 発 現 に 加 え て ， 3 5S-c N を 利 用 し て N タ
ン パ ク 質 を 補 完 し た 場 合 ， 細 胞 死 は 誘 導 さ れ た も の の ， エ リ シ タ ー に 対 す る 急
激 な 応 答 は 見 ら れ な か っ た ． 以 上 の 結 果 か ら 、 機 能 的 な N タ ン パ ク 質 の 発 現 だ
け で は 不 十 分 で あ り ， N 遺 伝 子 中 の イ ン ト ロ ン が エ リ シ タ ー 応 答 性 に お い て 重
要 な 役 割 を 果 た し て い る こ と が 示 唆 さ れ た ．  
p5 0 共 発 現 下 に お け る NP2 .3 - g N と N P2. 3 -c N の 比 較 を 行 っ た と こ ろ ， NP 2. 3 -
gN の 場 合 と 比 べ て NP2. 3 - cN の 場 合 は 細 胞 死 の 誘 導 が 遅 延 し ， 壊 死 斑 の 程 度 も
軽 減 す る こ と が 分 か っ た ．さ ら に ，防 御 関 連 遺 伝 子 (W RKY 1，PR1 a，PR 1b，H in1，
お よ び H sr2 03 j  ) の 発 現 解 析 を 行 っ た 結 果 ，WR KY1，PR 1b，Hin 1，お よ び H sr 2 03j
に 関 し て は ， NP 2.3 -gN と p 50 の 共 発 現 に よ っ て 発 現 が 急 激 に 上 昇 す る の に 対
し ， NP2 .3 -cN の 場 合 に は 遅 延 ，減 弱 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た ．一 方 で ， PR1a
に 関 し て は ， NP 2.3 -gN と NP2 .3 - cN の い ず れ に お い て も ，  p 50 共 発 現 の 有 無 に
か か わ ら ず 発 現 上 昇 が み ら れ た こ と か ら ， ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 感 染 に 対 す る 非
特 異 的 な 応 答 が 起 こ っ て い る 可 能 性 が 考 え ら れ た ． 以 上 の 結 果 か ら ， N の イ ン
ト ロ ン は N 転 写 量 の 急 激 な 増 加 と 関 連 し て ，迅 速 な 防 御 応 答 の 誘 導 に 必 要 で あ
る こ と が 示 唆 さ れ た ．  
さ ら に ， 3 5S 恒 常 発 現 プ ロ モ ー タ ー に 制 御 さ れ た ， イ ン ト ロ ン を 有 す る N 導
入 遺 伝 子 （ 35 S- gN ） と イ ン ト ロ ン を 有 し な い N 導 入 遺 伝 子 （ 35S -cN  ） の 転 写
物 量 を qR T-P CR 法 に よ っ て 解 析 し た ． そ の 結 果 ， p5 0 の 共 発 現 の 有 無 に か か わ
ら ず ， 35S -gN は 35 S-cN  よ り も 転 写 物 量 が 大 き く 増 強 す る こ と が 示 さ れ た ． こ
の こ と か ら ， N 遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン に は ， 転 写 を 活 性 化 す る エ ン ハ ン サ ー 機 能
が あ る こ と が 示 唆 さ れ た ． ま た ， エ ン ド ポ イ ン ト PCR 法 に よ り 転 写 物 の 未 成 熟
体 の 検 出 を 行 っ た 結 果 ，NP 2.3 -gN の 未 成 熟 体 の 蓄 積 量 が p50 の 共 発 現 に よ っ て
増 大 し て い る こ と が 明 ら か と な り ， 転 写 物 量 の 増 大 は 転 写 活 性 化 が 大 き く 関 与
し て い る と 考 え ら れ た ． 以 上 の 結 果 か ら ， NP2 .3 プ ロ モ ー タ ー の エ リ シ タ ー 応
答 性 と は ， N が p5 0 を エ リ シ タ ー と し て 認 識 す る 相 互 作 用 に よ っ て ， イ ン ト ロ
ン が エ ン ハ ン サ ー 機 能 を 発 揮 で き る よ う に な る 現 象 で あ る 可 能 性 が 考 え ら れ た ． 
本 研 究 に よ っ て ， エ リ シ タ ー 応 答 性 の 発 現 上 昇 お よ び 効 率 的 な 防 御 応 答 の 誘
導 に お け る 抵 抗 性 遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン の 新 た な 機 能 に つ い て 明 ら か に す る こ と
が で き た ．  
